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論文内容要旨
 動物の体色を発現している色素には多くの種類があるが、 哺乳類が産出する0)はユーメラニン /一
 (黒) とフェオメラニン (黄または赤) の2種類のみである。
 マウス (house mo鵬e, Mus musculus )もこの2種のメ ラニ ンを合成し, 様々に組み合わせ 「
 て毛色の変化を生み出している。 現在まで 報告されているマウ スの遺伝的変異は, 60以上。)遺伝
 子座に存在 し, 毛色発現に関 して多段階の遺伝子支配のあることを示唆している。 メ ラニ ン形成 一
 〇)中心となる鍵酵素チロ シナーゼは, 第7 染色体上の c遺伝子座にそ o) 構造遺伝子がある と考え ・
 られている。 その他の多くの遺伝子の変異は, 色素細胞 (メ ラノサイ ト) の分化、 色素果粒 (メ.
 ラノソーム) の形成, 細胞間相互作用, あるいは一般的な細胞機能といった過程に生じた変異を 1
 通して 毛 色 の 発現に影響を与えている。
 メ ラノ サイ トでの色素形成は, 細胞内器官であるメラノソーム内で行なわれる。 メラノソーム.
 は粗面小胞体に由来する始原小胞にそ o) 起源を もち, GERL (golg卜ER -1ysosome 系)か ・
 ら分離してきた微小胞が始原小胞に取り込まれる際に, チロシナー ゼやメ ラノソーム内部を構成 一
 する要素が組み込まれて完成する。 このメ ラノソーム形成過程に変異が生じると, 毛色の発現が
 大きく左右されると考えられる。 たとえば, P 遺伝子座に変異を もつ pi畝一eyed-dllution と呼 一
 ばれ 姉/Pホモ船体のマウ スでは, その遺伝子の作用によ り、 メラノ ソームの形態に変化が/
                                          託
 生じ, 結果として淡い毛色を発現している。 このように、 毛色変異。)成因を理解するためには,
 鍵酵素であるチロ シナーゼの動態の他に、 メラノソーム形成過程についての生化学的, 形態学的、l
                                          li
 遺伝学的噺も必要である。 /
 毛色の変化を生み 出すメ ラノソームの構造変化の要因とし7は, メ ラノ ソームのマト rl ックス 1
                                          藝
 を構成するチロシナーゼ以外のタ ンパク質や, 膜成分を構成するリン脂質の変化が考えられてい 1
                                          茎
 るが, 現在メ ラノソー ム構成要素の指標と して用い ることができるのはチロ シナー ゼがある o)み 1
                                          郵
 で,メラノソームの構造変化や形成過程を追跡するには不充分である。 i
                                          }
 毛色。) 発現を細胞 艦官であるメラノ ソームの形成過程もしく はその遺伝子支配と 糸綴つけ 豆
                                          }
 考察するために、 メラノソーム構成要素に対する単クロー ン抗体を用いる試みを行なった。 メラ 1
                                          …
 ノソームに内在するタ ンパク質は多種類であり、 チロ シナー ゼを除けば, 今のところ完全に単離 i
                                          I
 同定されているタ ンパク質はない。 このようなメラノソームから。)特定のタンパク質。)単離精製 1
 は容易ではないが, 単ク。一 蹴体を用いることで, 指標を得ることが可能と考えられる. メラ1
                                          彰
 ノソームの指標を得ることができれば, メラノソームの形成過程を、 チロシナーゼ。)細胞内分布 1
 以外から確認することが可能であり適 耽 抗体を得ればブ ラノ ソーム醐 連する毛色嬢慰
 について、量的,質的な推察を加えることが可能となる。 1
                                          ち
 メラノソ弘 構成要素に対する単ク ・一 ン抗体を 千昇るために, B16 マウスメ ラノーマから調戯
 したメ ラノ ソーム画分を 抗原と して用いた。C57 BL /6」マウス o〕 腹腔中で継代されたB 16マ!
 ウメ ラノーマ塊のホモジェネートを PercoH を用いた密度勾配遠心により細胞分画 し, メラノソ1
                                          モ
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   一ム面分を得た。 得られた面分は, 電子顕微鏡によりその90%以上がメ ラノソームであることを
   確認した後, ドデシル硫酸ナトリウム (S DS、 0、5%) により可溶化し, マウスまたはうット
ニン
   の免疫に用いた。 免疫 したマウ スまたはラッ トの脾臓細胞と マウスミエロー マ細 胞の細胞融合に
   より, 単クロー ン抗体を産生するハイ ブリ ドーマを得た。 ELI SA (酵素免疫定量法) による
   検定。) 結果, 抗体産生。)安定 した4クローンを選び出 した。 そのう ちひとつはうッ トの単クロー
   ン抗体を 産生 し, 残る3クロー ンは マウス単クロー ン抗体を産生した。
    この4種類の単クローン抗体の特異性を確認するために, 光学顕微鏡および電子 顕微鏡レベル
   での酵素抗体法による観察と, メラノソーム四分。)電気泳動によるウエスタ ンブロッティングを
   行った。 その結 果、 4種類のうち3種類のものは, 単属培養さ れたB 16マウスメ ラノー マ細胞の
   細胞質に特異的に反応 し, 電子顕微鏡による観察ではメラノソーム内に, 小胞状あるいは管状。)
   反応がみられた。 また, 核膜, ミトコン ドリア, 細胞膜等には反応はみられなかった。 この細胞
   内。)分布の 様子か ら, メラノソーム形成時におけるマ トリ ック ス構造の初期配置の状態を推察す
   ることができた。 メラノソーム。) マ トリック ス構造は, B 16マ ウスメ ラノーマ細胞の場合, 繊維状
   の構造であるが, これら。) 単ク ロー ン抗体を用いた酵素抗体法では, メラノソーム内において微
   小胞状, 管状の反応しかみられず, GERL か らの微小胞が始原小胞に取り込まれた直後では,
   微小胞内物質が直ちに繊維状構造をとるのではなく, 一旦, 微小胞状の配列をとるのではないか
   と考えられる。 ウエ スタ ンブロッティ ングの結果, メラノ ソームに反応がみられた3種の単クロ
   ーン抗体。)うちマウス単クロー ン抗体の2種は, いずれ も分子量約 61,000 のタ ンパク質を認識し
   1種のラッ ト単クロー ン抗体は, 電気泳動による3本のバンド (分子量 59,000,6LOOO, 67,000)
   を認識した。
    得ら刀た単クロー ン抗体の認識する抗原が、 メラノソームの形態的変異, さらに 毛色の変異と
   結びつくかどうかをみるため, 遺伝的に毛色の異なるいくつかの系統のマウスの皮層を用い、 皮
   胸内に荏在する単ク ロー一 ン抗体の認識する抗原。)EL工 S Aによる検出を 試みた。
    メラノ ソーム内に抗原が存在すると認められたラッ ト単クロー ン抗体を用いて、 黒い毛色のC
   57BL / 6」 とアル ビノエ CR, BALB /& の各マウス生後8日目の皮膚内抗原量を測定した
   ところ, C 57BL /6J とBALB /も の皮膚内にはほぼ同一 7k準の抗原の存在することがわか
   つた。 BALB /全 アルビノ マウスは、 野生型のプレメラノソームを有することが既に知られて
   おり, BALB /c o)メラノサイ トはメ ラノソームを形成する能力があり, 実際にメ ラノソーム
   を構成するタ ンパク質を野生型と同時に合成 していることがわかった。 ところが1CR アル ビノ
   ではC 57BL / 6J に比べて抗原量が少なく, 抗原としての性質も多少異なるという結果を得た。
   工 CR アル ビノ o) 場合、 色素形成の鍵酵素であるチロシナーゼσ)活性の他に, メラノソーム形成
   の段階にも変異が及んでいると考えられる。 アル ビノは。 遺伝子座に生 じた変異で, チロシナー
   ゼ。)活性に影響を与える遺伝子を もつが, 王 CRの結果から考えると, c 遺伝子座にはメラノソ
   ーム。) 変異を もた らす対立 遺伝 子が 存在する のか もしれない。
    また, マウス単クロー ン抗休を用いて、 毛色の変異を もつC 57BL /10」のコンジェニック系
せ
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 マウスの皮膚内抗原の検出を行なった。 コンジェニック 系としてb, c, d、 p の各ホモ接合体
 のマウ スを用い, 生後 45日の皮膚によ を), 各ホモ接合体。) 覚クロー ン抗体抗原量をELI SA
 により検出した。 その結果、 b とp の両ホモ接合体で抗原量。)著しい低下を認めた。 b, p ホモ 1
 接合体ではメラノソームの形態に異常が生じることが報告されており, 今回の結果によ り, その 一
 メラノソームの形態異常が、 この.単クローン抗体抗原の変化によるものではないかと推察された。
 ただ, bホモ接合体とp ホモ接合体でのELI SAの結果は多少異なっていた。 pホモ接合体で
 は抗原量がC 57BL /ユω に比べて10分の1もしくはそれ以下に低下しているだけのように思わ
 れたが, b ホモ接合体では、 抗原を含む皮膚ホモジェネー トの希釈に反するような測定値を得て 1
 おり, 抗原性としても異なっているように思われる。 このような毛色の遺伝的な変異を単クロー 一
 ン抗体を用いることで, メラノソームタンパク質。)変異として把えることができた。 無論, b,lo
 ホモ接合体の 毛色の第一義的な原因がこの単クロー ン抗 体抗原によるも。)であると断定はできな・
 いが、 b ホモ接合体の褐色の毛色はメ ラノ ソームタ ンパク 質。') 質的, 量的な変化の結果と考える ・
 ことができる し, p ホモ接合体の淡色の毛色は分子量 6i,000 のタンパク質の 極端な低 下の ため.
 と考えることができる。
 このように単クロー ン抗体を用いることにより, 毛色の遺伝子支配に関 し、 メラノソーム構成1
                                         !
 要素 レベルで新たな知 見を得ることができた。 今後, メラノソーム。) 研究は、 毛色の変異を利用t
 し, 細胞内器官形成の問題としても, 研究が進められる必要がある。 乙σ)点においても単ク ローン
                                         多
 ン抗体を活用することが期待される。 l
                                         t
                                         }
                                         }
                                         ll
                                         事
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 モ接藤 論文審査の結果の要旨
J SA.
 2 ホヤ メラノソームは色素細胞に特異的な細胞内小器官であの, メラニン形成の場である。 メラノソ
 ㌧ そ咳 一ムはゴルヂ領域に由来する小胞から形成されると考えられているが, そ0)形成に関与する個々
 1さ姻 のタ ンパク質は未だ完全1こ同定されていない.
 E
 この論文では先づマウスのメラノソームにおける特定の抗原タ ンパク質を検出するために、 メ
 ラノソームに対する単クロー ン抗体を調製することを試み、 4種類。)単クロー ン抗体を得た。 こ
 れらの抗体はメラノソームに特異的であり, 電子顕微鏡を用いた酵素抗体法によって、 メラノソ
 ー ムの構造内にそ び) 抗原が微小胞様に配列していることが認められた。 又, これらの単クローン
 抗体のうち2種 類は 分子 量 61,000 0) タ ンパク 質を認識 し, 1種類は 分子量 59, 000,61,000,67, 000
 のタ ンパク 質を認識することを明らかにした。 次に, メ ラニ ン形成に関するマウス。)突然変異体
 を用いて, これらの単ク ロー ン抗体が認 識するタンパク 質 (分子量 61,000 )o) 遺伝子支配を明ら
 かにする試みを行った。 従来, アルビノ突然変異体 (遺伝子型 c/ c) においてはメラニンを含
 まないメ ラノソームが存在すると考えられていたが, 2種類のアルビノ マウス (B ALB /c 系
 およびl CR 系) におけるメラノソーム抗原量を単クロー ン抗体を用いて調べたとこ ろ, BAL
 B /c 系の皮膚には野生型と同量の抗原が含まれていたが、 1CR 系では有意にその抗原が少量
 で庄)つた。 又, ピンクアイ G遺伝子型p /p) においてもメラノソーム抗原量は有意に少なかっ
 た。 一方, プラウ ン (遺伝子型b /b) にお いてはメ ラノソームの抗原 性が野生 型と質的に異な
 ることを示 唆する結果を得た。 これらの実験結果は, 単クロー ン抗体の認識する分子・量 61,000 の
 タンパク質が、 直接間接にb, c, p 遺伝子の支配を受け, メラノソームの形成に関与することを示してい
 る。
 これらの成果は, マウス色素細胞におけるメラノソーム形成およびその遺伝子支配に関する新
 しい知見であり、 哺乳動物における形質発現の研究に大きな寄与をなす ものである。 従ってこの
 論文は著者がこ o) 分野において自立 して研究活動を行うに必要な高度の 研究能力と学識を有する
 ことを示 してお り, よって矢内信昭提出の論文は理学博士の論文と し合格と認め る。
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